Rola chemeryny i jej antybakteryjnych pochodnych w

utrzymaniu funkcji barierowych nablonka

STRESZCZENIE

kanki nablonkowe maja ciagly kontakt ze srodowiskiem zewnetrznym, w tym z mikro-

organizmami chorobotwérczymi. Wytwarzane przez komérki nablonkowe endogenne
bialka i peptydy przeciwdrobnoustrojowe w sposéb bezposredni lub poprzez zaangazo-
wanie do tego celu komérek odpornosciowych kontroluja liczebnos¢ oraz sklad populacji
drobnoustrojow. Do tej grupy czasteczek zaliczane sa aktywne pochodne chemeryny, wie-
lofunkcyjnego bialka, wyposazonego zaré6wno w funkcje przeciwdrobnoustrojowa, jak i
chemotaktyczna. Ze wzgledu na rosnaca liczbe infekcji wywolywanych przez mikroorgani-
zmy niewrazliwe na antybiotyki, takie jak metycylinooporne szczepy gronkowca zlocistego
(MRSA), niezwykle wazne staje sie¢ zrozumienie mechanizméw kontroli drobnoustrojow za-
siedlajacych miejsca barierowe, takie jak skéra i jama ustna. Syntetyczny peptyd 4 (p4), obej-
mujacy centralna sekwencje Val®-Pro®* chemeryny, wykazuje szerokie spektrum aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej przeciwko bakteriom skory i jamy ustnej, lacznie z lekoopornymi
szczepami MRSA. Cechy te czynia z niego peptyd o obiecujacym potencjale terapeutycznym.
W artykule prezentujemy przeglad ochronnych funkcji chemeryny oraz jej pochodnych w
tkance nablonkowej.

BUDOWA I FUNKCJE CHEMERYNY

Chemeryna jest malym (~16 kDa), wszechobecnym biatkiem o wlasciwo-
Sciach regulujacych zaréwno odpowiedZ immunologiczng, jak i procesy meta-
boliczne. Biatko to zostalo wykryte w 1997 roku, w obrebie skory tuszczycowej
leczonej za pomoca pochodnej kwasu retinowego - tazarotenu. W tak leczonych
zmianach luszczycowych zaobserwowano zwiekszong ekspresje genu RAR-
RES2 (ang. retinoic acid receptor responder 2). Z tego wzgledu chemeryne nazwano
poczatkowo biatkiem TIG2 (ang. tazarotene-induced gene 2 protein) [1]. Pierwsze,
funkcjonalne informacje o chemerynie pochodzg z 2003 roku, kiedy to zostala
zidentyfikowana jako ligand dla sierocego receptora CMKLR1 (ang. chemokine-
-like receptor 1) [2].

Ludzka chemeryna syntetyzowana jest w formie nieaktywnej preprocheme-
ryny, zlozonej ze 163 aminokwaséw, z ktérych pierwsze 20 aminokwaséw od
strony N-koricowej stanowi peptyd sygnatowy. Po odcieciu peptydu sygnato-
wego, powstaje wydzielana do krwioobiegu, nieaktywna proforma chemeryny.
Krazace we krwi biatko wymaga dalszej, enzymatycznej modyfikacji korica kar-
boksylowego, aby moéc pelni¢ funkcje biologiczne [3] (Ryc. 1). W wyniku hydro-
lizy wigzan peptydowych od strony C-korica przez proteazy serynowe i cyste-
inowe, zaangazowane w procesy krzepniecia, fibrynolizy oraz reakcje zapalne,
powstaja izoformy chemeryny o zréznicowanej bioaktywnosci i wlasciwosciach
biologicznych (Ryc. 1). Niektére z enzyméw moga przeprowadzaé proteolize
korica karboksylowego biatka w kilku ré6znych miejscach, a powstate izoformy
ulega¢ dalszej modyfikacji przez inne proteazy [4]. Cechujaca si¢ najwieksza ak-
tywnoscig chemotaktyczng chemeryna-157 (Chem157S) moze powstaé jako wy-
nik bezposredniego usuniecia 6 aminokwaséw przez elastaze neutrofilowa, ka-
tepsyne Klub L, badz jako rezultat dwuetapowej modyfikacji proteolitycznej na-
tywnego biatka, w ktorej uczestniczy w pierwszym etapie plazmina, a nastepnie
karboksypeptydazy (B lub N). Z kolei pochodzaca z komérek tucznych chymaza
przeksztalca prochemeryne w nieaktywna chemeryne-154 [5,6]. Oprécz czynni-
koéw endogennych na aktywacje chemeryny moga wplywac enzymy wydzielane
przez bakterie, ktérych przykiadem jest stafopaina B - proteaza cysteinowa sta-
nowiaca potencjalny czynnik wirulencji Staphyloccocus aureus [7]. Pomimo braku
danych krystalograficznych dotyczacych struktury przestrzennej chemeryny,
przewidywania dokonane na podstawie metody rozpoznawania zwojéow (ang.
fold recognition) pozwalaja zaliczy¢ to biatko do rodziny katelicydyn/cystatyn,
nalezacych do peptydéw antybakteryjnych [8,9].
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Rycina 1. Dwuetapowy proces aktywacji chemeryny. I etap: usuniecie peptydu sygnatowego (PS). II etap: hydroliza C-korica przeprowadzana przez proteazy serynowe
lub cysteinowe (0znaczone niebieskim kolorem). Fragment Val®-Pro® (oznaczony z6ttym kolorem) odpowiada domenie antybakteryjnej, natomiast fragment Tyr'*-Ser'
(oznaczony biekitnym kolorem) domenie chemotaktycznej. Dojrzata chemeryna wykazuje (1) dzialanie antybakteryjne oraz uczestniczy w regulacji (2) chemotaksji niekto-
rych leukocytow, (3) proceséw adipogenezy i metabolizmu lipidéw, (4) angiogenezy, (5) osteoblastogenezy, (6) miogenezy, jak i (7) odpowiada za utrzymanie homeostazy

glukozy.

Obecnie znane sa 3 transblonowe receptory chemeryny,
wszystkie sprzezone z biatkami G (GPCR, ang. G Protein-
-Coupled Receptor). Pierwszy z nich, CMKLR1 jest synte-
tyzowany w réznych tkankach i narzadach. Wysoka eks-
presja mRNA dla tego receptora wystepuje w komorkach
ukfadu odpornosciowego takich jak monocyty, makrofagi,
komoérki dendrytyczne i komoérki NK oraz jest obserwowa-
na m.in. w $ledzionie, wezlach chtonnych, ptucach, skérze
i tkance ttuszczowej [10]. Peptyd Tyr'¥-Ser'” zlokalizowany
na C-konicu chemeryny jest silnym agonista dla receptora
CMKLR1. Zwiazanie chemeryny od strony korica karbok-
sylowego do CMKLR1 indukuje internalizacje kompleksu
ligand-receptor, uwolnienie jonéw wapnia do cytopla-
zmy oraz fosforylacje kinaz MAP ERK1/2. Wysokim po-
winowactwem do chemeryny, ale wykazujacym stabsza
zdolnoéé do przekazywania sygnalu w poréwnaniu do
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CMKLRI1 charakteryzuje sie¢ receptor GPR1 (ang. G prote-
in-coupled receptor 1) [11]. Chociaz jego wystepowanie jest
zwiazane giéwnie z osrodkowym ukladem nerwowym, to
mRNA kodujace GPR1 jest wykrywane m.in. w plucach,
skorze i tkance ttuszczowej [10]. Z kolei atypowy receptor
CCRL2 (ang. chemokine (C-C motif) receptor-like 2) pomimo
poréwnywalnego do CMKLR1 i GPR1 poziomu wiazania
chemeryny, nie indukuje wewnatrzkomoérkowej Sciezki
sygnatowej. Dlatego wydaje sie, ze jego funkcja polega na
zwigkszaniu lokalnego stezenia chemeryny i umozliwieniu
interakcji chemeryny z CMKLR1 na sgsiadujacych komor-
kach [11]. CCRL2 jest obecny na powierzchni leukocytow
takich jak makrofagi, komérki dendrytyczne, neutrofile i
limfocyty T [12].

Chemeryna jest szeroko rozpowszechniona w tkankach
i narzadach ludzkich. Najwyzszy poziom jej ekspresji wy-
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kazuja takie organy jak watroba, trzustka i nadnercza, ale
mRNA kodujgce chemeryne jest wykrywane réwniez w
tkance tluszczowej, skoérze, ptucach i przewodzie pokarmo-
wym, co sugeruje zaangazowanie chemeryny w wiele pro-
cesow fizjologicznych [13]. W miejscach toczacego sie zapa-
lenia wydzielanych jest wiele biatek zdolnych do aktywacji
prochemeryny. W zaleznoéci od klasy proteaz, ktére prze-
wazaja w mikrosrodowisku uszkodzonej tkanki, generowa-
ne sg roézne fragmenty chemeryny, wykazujace dziatanie
pro- lub przeciwzapalne. Jednymi z pierwszych komoérek,
ktoére naplywajg do takich miejsc sa neutrofile, uwalniajgce
ze swoich ziarnistoéci enzymy (elastaze, katepsyne G) zdol-
ne do tworzenia bioaktywnych form chemeryny. Ten me-
chanizm umozliwia rekrutacje komérek prezentujacych an-
tygen (APC, ang. antygen-presenting cells) - plazmacytoidal-
nych komoérek dendrytycznych (pDC) i makrofagéw oraz
innych leukocytéw posiadajacych na swojej powierzchni
receptor CMKLR1, stanowigc Iacznik miedzy nieswoista i
swoistg odpowiedziag immunologiczna [14]. Ostatnie bada-
nia in vivo potwierdzily role aktywowanego przez cheme-
ryne receptora CMKLR1 w stymulacji migracji i aktywnosci
angiogennej komoérek srédblonka naczyn [15]. W zdrowej
skoérze chemeryna jest produkowana gléwnie przez keraty-
nocyty naskérka. Badania wykazaly, ze chemeryna stano-
wi wazny element obrony antybakteryjnej skéry hamujgc
wzrost mikroorganizméw. Ponadto niektére bakterie, po-
dobnie jak mediatory ostrej fazy, takie jak onkostatyna M i
IL-1B, zwigkszaja ekspresje chemeryny i receptora CMKLR1
w keratynocytach, co pozwala na wynaczynienie i migracje
populacji leukocytéw mogacych bezposrednio eliminowac
patogeny [16,17].

Wspomniane powyzej funkcje chemotaktyczne i antybak-
teryjne chemeryny, nie wyczerpuja wszystkich mozliwo-
Sci dziatania tego biatka (Ryc. 1). Chemeryna jest waznym
czynnikiem regulacyjnym tkanki ttuszczowej, ze wzgledu
na swoje zaangazowanie w kontrole adipogenezy oraz me-
tabolizmu komorek biatek tkanki ttuszczowej. Adipocyty
charakteryzuja sie wysoka ekspresja zaréwno chemeryny
jak i receptora CMKLR1, ktérych poziom zwieksza sie wraz
z dojrzewaniem komoérek prekursorowych [18]. Dzialajac
autokrynnie chemeryna steruje procesem réznicowania
komoérek tluszczowych oraz zwieksza pobieranie przez nie
glukozy. Dzialajac z kolei parakrynnie moze posredniczy¢
w rekrutowaniu do tkanki ttuszczowej komérek CMKLR1?,
ktérych zwiekszong akumulacje obserwuje sie u 0séb z oty-
toscia [3]. Oprécz wyzej wspomnianych funkcji chemeryna
wplywa takze na fizjologie wielu innych narzadéw i tkanek
(Ryc. 1). Uczestniczy m.in. w osteoblastogenezie, mioge-
nezie, umozliwia prawidlowe funkcjonowanie nerek oraz
utrzymanie homeostazy glukozy. Jej podwyzszony poziom
w surowicy krwi jest zwigzany ze stanami patologicznymi
takimi jak nadci$nienie, cukrzyca typu 2 czy choroba Le-
$niowskiego-Crohna. Ponadto obecnoé¢ chemeryny zostala
wykryta w plynach wysiekowych chorych na raka jajnika
i plynach maziowych pacjentéw z zapaleniem stawow.
Chemeryna jest takze uwazana za marker wczesnych faz
rozwoju luszczycy [3,10,14]. Z kolei, w niektérych typach
nowotworéw obserwuje sie znaczne obnizenie stezenia tego
chemoatraktanta [14].
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PEPTYDY CHEMERYNOWE JAKO PRZYKEAD NOWYCH
PEPTYDOW PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP, ang. antimicro-
bial peptides) stanowia jeden z najbardziej konserwatywnych
i powszechnych sposobéw walki gospodarza z mikroorga-
nizmami. Glé6wna funkcja tych czasteczek jest bezposrednia
eliminacja lub ograniczanie liczebnosci mikroorganizmoéw.
Niemniej jednak, niektére AMP moga wykazywac dodatko-
we wlasciwosci, typowe dla czynnikéw modulujacych ak-
tywnos¢ uktadu odpornosci. Moga by¢ zaangazowane m.in.
w chemotaksje i aktywacje komorek uktadu immunologicz-
nego [9,19,20]. Dla podkreslenia roli AMP w ksztaltowaniu
odpowiedzi immunologicznej, peptydy te sa réwniez okre-
$lane mianem peptydéw odpornosciowych (HDP, ang. host
defense peptides) [21,22]. AMP posiadaja charakterystyczne
cechy biochemiczne. Znaczacq wiekszos¢ AMP stanowig
krotkie (10-50 aminokwaséw), amfipatyczne peptydy, obda-
rzone dodatnim tadunkiem. Zaleznie od skladu aminokwa-
sowego AMP moga przyjmowaé forme a-helisy, [-kartki
lub by¢ pozbawione specyficznej konformacji drugorzedo-
wej [19,20]. Wspomniane we wczeéniejszym rozdziale wia-
Sciwosci immunomodulacyjne oraz antybakteryjne cheme-
ryny czynia ja potencjalnym kandydatem do miana nowego
AMP. Jednak, by moéc jednoznacznie okresli¢, czy biatko to
spelnia kryteria charakterystyczne dla peptydéw przeciw-
drobnoustrojowych nalezy przyjrze¢ sie¢ doktadnie jego bu-
dowie, funkgji oraz regulacji.

Celem zidentyfikowania specyficznych epitopéw w cza-
steczce chemeryny, odpowiedzialnych za jej wiasciwosci an-
tybakteryjne przebadanych zostato 14 krétkich peptydow,
odpowiadajacych sekwencji aminokwasowej calego biatka.
Wspomniane peptydy zostaly chemicznie zsyntetyzowane
i poddane analizie bioinformatycznej, jak réwniez in silico
oraz doswiadczalnie oceniono ich potencjal antybakteryjny.
Wielkoé¢ peptydéw dobrano tak, by wynosita + 20 amino-
kwaséw, co odpowiada $redniej dtugosci czasteczki AMP.
Kolejnym kryterium przy projektowaniu peptydéw, byto
uzyskanie takich czasteczek, by wykazywaly réznice w
tadunku, hydrofobowosci oraz strukturze drugorzedowe;.
Na tej podstawie mozliwe bylo okreslenie, ktére fragmenty
chemeryny determinuja jej aktywno$¢ antybakteryjna. Naj-
bardziej aktywnym bakteriobdjczo fragmentem chemeryny
okazat sie syntetyczny peptyd obejmujacy sekwencje Val®
-Pro®, zwany dalej peptydem p4. Peptyd p4, ze wzgledu na
swoja budowe oraz wlasciwosci fizykochemiczne idealnie
spelnia kryteria klasycznego peptydu przeciwdrobnoustro-
jowego. Charakteryzuje go wysoka zawarto$¢ dodatnio
natadowanych reszt aminokwasowych, ktére nadaja mu
silny, dodatni fadunek oraz skltonnos$¢ do przyjmowania
konformacji p-kartki [16]. Dokladniejsza charakterystyka
p4 wykazala, ze aby peptyd ten osiggnatl maksimum swoich
mozliwoéci antybakteryjnych, musi spetnié kilka warun-
kow, zaleznych od unikatowej budowy aminokwasowej
taficucha polipeptydowego. W celu weryfikacji, ktére wia-
Sciwosci czasteczki najsilniej determinuja aktywnos$é bakte-
riobdjcza peptydu p4, przetestowano szereg analogdéw tego
peptydu. Jednym z nich byl peptyd typu scramble (scr-p4),
o identycznym skladzie reszt aminokwasowych, ktérych
rozmieszczenie rézni sie znaczaco wzgledem peptydu p4.
Peptyd scr-p4 nie wykazywal wiasciwosci antybakteryj-
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nych, charakterystycznych dla peptydu p4. Pomimo iden-
tycznego fadunku wynoszacego +5, oba peptydy réznia sie
znaczgco amfipatycznoscig, okreélang na podstawie réznic
w momencie hydrofobowym. Jak widaé, zmiana ulozenia
poszczegdlnych reszt aminokwasowych o wlasciwosciach
hydrofilowych i hydrofobowych, w przypadku obu pepty-
déw wplywa na ich funkcje antybakteryjne. Z kolei, zamia-
na wszystkich czterech lizyn na pozbawione tadunku resz-
ty alaniny, catkowicie znosi efekt antybakteryjny p4. Jest to
spowodowane obnizeniem tadunku z +5 do +1. Co ciekawe,
w tym przypadku oba peptydy, tj. p4 i p4, w ktérym lizyny
zostaly zamienione na alaniny, posiadaja podobny charak-
ter amfipatyczny. Natomiast, jesli w miejscu lizyn podstawi
sie aminokwasy o podobnych wlasciwosciach fizykoche-
micznych, takie jak arginina, silny potencjal antybakteryjny
zostaje zachowany. Taka modyfikacja, znana pod pojeciem
konserwatywnej substytucji aminokwaséw gwarantuje za-
chowanie identycznych parametréw fizykochemicznych
czgsteczki. Na podstawie tych danych mozna stwierdzi¢, ze
oba parametry, silny fadunek dodatni wraz z wysoka amfi-
patycznoscia peptydu sa konieczne do zapewnienia pelnej
aktywnosci antybakteryjnej p4 [23].

Regulacja poziomu ekspresji oraz aktywnosci peptydow
antybakteryjnych jest waznym aspektem utrzymania home-
ostazy organizmu. Zalezny od warunkéw, rézny poziom
syntezy AMP jest jednym z mechanizméw ochrony orga-
nizmu przed nadmierng aktywnoscia tych peptydéw. Pep-
tydy antybakteryjne mozna gléwnie znalezé w miejscach
narazonych na stata ekspozycje mikrobiologiczna. W takim
srodowisku istnieje koniecznos¢ ciagtej kontroli liczebnosci
populacji drobnoustrojéw. Stad tez, miejsca takie jak skora,
jelita, btony sluzowe ukladu pokarmowego, czy tez rozrod-
czego sa bogate w specyficzne AMP [20]. Dla przykladu, w
naskoérku peptydy takie jak B-defensyna 1 (HBD-1) oraz RNa-
za7 cechuje relatywnie staty poziom ekspresji, przypuszczal-
nie zapewniajac tym samym konstytutywna ochrone przed
patogenami [20,24]. W momencie zaistnienia koniecznosci
wzmocnienia bariery antybakteryjnej, np. na skutek zra-
nienia lub infekcji, ekspresja innych peptydéw moze ulec
zmianie. W skorze notuje sie woéwczas podniesienie pozio-
mu ekspresji genéw kodujacych szereg bialek i peptydéw o
dzialaniu antybakteryjnym, w tym katelicydyny oraz che-
meryny [24].

Skuteczna metoda regulacji endogennych peptydéw jest
synteza nieaktywnych biologicznie prekursoréw, ktére do-
piero w wyniku proteolizy, przyjmuja forme aktywna. Taki
model regulaciji jest dobrze opisany dla ludzkiej katelicydy-
ny hCAP18/LL-37, gdzie aktywny biologicznie peptyd LL-
37 powstaje po usunieciu domeny katelinowej z nieaktyw-
nego biatka prekursorowego hCAP18 [19]. Jak wspomniano
w poprzednim rozdziale, chemeryna prezentuje podobieri-
stwo struktury trzeciorzedowej do katelicydyn [8]. Nalezy
jednak pamieta¢, ze pewne analogie miedzy tymi biatkami
nie konicza sie na podobienistwie strukturalnym. Podobnie
jak w modelu aktywacji peptydu LL-37, chemeryna by pel-
ni¢ swoje funkcje biologicznie musi ulec obrébce proteoli-
tycznej do krétszych, aktywnych izoform. Chemeryna okre-
lana jako Cheml57S jest czynna chemotaktycznie forma
biatka, jak réowniez posiada potencjat antybakteryjny. Z ko-
lei jeszcze krotsza forma Chem125R charakteryzuje sie bra-
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kiem wlasciwoéci chemotaktycznych wzgledem receptora
CMKLR1, natomiast wykazuje podobna do formy 157S ak-
tywnos¢ bakteriobdjcza wzgledem E. coli [6]. Mechanizmy
aktywacji chemeryny w plynach ustrojowych wraz z iden-
tyfikacja ré6znorodnych, skréconych form biatka sa relatyw-
nie dobrze opisane [8]. Natomiast na dzier dzisiejszy nie-
wiele jest dostepnych informacji na temat enzymatycznego
procesowania i dostepnosci bioaktywnych fragmentéw che-
meryny produkowanych lokalnie np. w skorze. Jednakze,
zwazywszy na duza zawarto$¢ enzymoéw proteolitycznych
w skorze, w tym tych pochodzenia bakteryjnego, istnieje
duze prawdopodobieristwo, ze réwniez w tym srodowisku
chemeryna ulega proteolizie do peptydéw o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej [24]. Wydaje si¢ za tym przema-
wiaé¢ zalezna od chemeryny, wysoka aktywnos¢ antybak-
teryjna supernatantéw pozyskanych z hodowli surogatéw
ludzkiego naskoérka, tzw. hodowli 3D keratynocytéw [16].

Kolejna analogia miedzy katelicydynami, a chemeryna
dotyczy obecnoéci wysoce konserwatywnych fragmentéw
biatka. Katelicydyny sa szeroko rozpowszechniong wsréd
kregowcéw rodzing bialek o specyficznej budowie. Typo-
wa katelicydyna zawiera N-terminalny peptyd sygnatowy,
wysoce konserwatywny region katelinowy oraz najbardziej
zmienny ewolucyjnie C-koricowy fragment czgsteczki, ko-
dujacy dojrzaly peptyd antydrobnoustrojowy [25]. Gdy
przyjrzymy sie strukturze chemeryny, zaobserwujemy, ze
najsilniej konserwatywnie zachowany rejon biatka przypa-
da na fragment rozpoczynajacy si¢ od niezmiennej reszty
glicyny w pozydji 63 i obejmuje ponad 50 reszt aminokwa-
sowych, az do niezmiennej proliny w pozycji 118. W obre-
bie tego fragmentu znajduje si¢ wysoce konserwatywna se-
kwencja odpowiadajgca peptydowi p4. Sposréd 20 amino-
kwasow sktadajacych sie na peptyd p4, 13 reszt aminokwa-
sowych pozostaje niezmiennych, natomiast w przypadku
jednej reszty obserwuje sie konserwatywne podstawienie
aminokwaséw. Co istotne, ta wspomniana konserwatyw-
nos¢ dotyczy wielu reszt aminokwasowych istotnych z
punktu widzenia aktywnosci antybakteryjnej peptydu [23].

Podsumowujac, chemeryna wraz z jej antybakteryjnym
fragmentem p4 posiada cechy charakterystyczne dla kla-
sycznych AMP. Bialko to moze by¢ zaangazowane w obro-
ne przed drobnoustrojami w dwojaki sposéb: poprzez ak-
tywacje ekspresji i zwiekszenie ilosci catkowitego biatka,
jak réwniez poprzez proteolityczng aktywacje czasteczki i
pojawienie sie krétkich izoform biatka o dziataniu antybak-
teryjnym.

MECHANIZM DZIAEANIA
CHEMERYNOWEGO PEPTYDU P4

Uszkodzenie blony cytoplazmatycznej jest jednym z
glownych mechanizméw eliminacji bakterii przez AMP.
Kationowe peptydy oddziatuja z ujemnie natadowanymi
grupami lipidowymi, budujacymi blony mikroorganizméw
na drodze interakcji elektrostatycznych. Amfipatyczny
charakter AMP zapewnia mozliwoé¢ interakcji zaréwno
z hydrofilowymi skladnikami fosfolipidéw, jak réwniez z
hydrofobowym rejonem blony. Rezultatem takiej interakcji
jest zwiekszenie przepuszczalnosci blony, jej uszkodzenie
i/lub wejscie peptydu do wnetrza komoérki, gdzie moze
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zaburza¢ dziatanie funkcji wewnatrzkomorkowych [9, 20].
Mechanizm uszkodzenia btony bakteryjnej zalezy od budo-
wy peptydu. W modelu klepek beczki (ang. barrel-stave mo-
del) amfipatyczne AMP o strukturze a-helisy tworza kanaty
w poprzek btony. W kolejnym modelu tzw. poréw toroidal-
nych (ang. toroidal pore model), na skutek agregacji i zagina-
nia monowarstwy lipidowej tworzone sg jeszcze wigksze
pory w blonie bakterii. Model dywanowy (ang. carpet mo-
del) polega na wytworzeniu na powierzchni btony warstwy
ztozonej z czasteczek peptydéw, ktérych hydrofilowe re-
giony oddzialuja z ujemnie naltadowanymi gtowami fosfo-
lipidéw. Szczelne pokrycie membrany moze prowadzi¢ do
destabilizacji dwuwarstwy lipidowej [26]. Podobnie jak w
przypadku innych AMP, mechanizm bakteriob6jczy pep-
tydu p4 réwniez w gtéwnej mierze polega na uszkodzeniu
blony bakterii. Ekspozycja bakterii na dziatanie p4 skutkuje
wzrostem przepuszczalnosci blony, jak réwniez jej uszko-
dzeniem, zaleznym od stezenia peptydu [23]. Jak wiadomo,
blony komoérek eukariotycznych réznia sie sktadem od ich
bakteryjnych odpowiednikéw. Wieksza zawartos¢ lipidow
o stabszym tadunku ujemnym, takich jak sfingomielina, czy
cholesterol sprawia, ze membrany eukariontéw sa mniej
wrazliwe na dziatanie kationowych AMP [9,27]. Ma to po-
twierdzenie w dzialaniu peptydu p4 na komérki eukario-
tyczne. Nie obserwuje si¢ uszkodzenia blony erytrocytow,
nawet po zastosowaniu wysokich dawek p4. Analogicznie,
blona keratynocytéw wydaje sie by¢ niewrazliwa na aktyw-
noé¢ p4, niemniej jednak w przypadku zastosowania wy-
sokich dawek p4 obserwuje si¢ wzrost przepuszczalnosci.
Pomimo zmian $wiadczacych o pewnym zaburzeniu funk-
qji blony, keratynocyty nie zmieniaja swojego metabolizmu
mitochondrialnego w tescie MTT, ktéry jest jednym z wy-
znacznikow przezywalnosci komorek. Podobnie, nie obser-
wuje sie zmian cytotoksycznych w mysich keratynocytach,
po uprzednim naniesieniu peptydu p4 na skére myszy [23].
Przedstawione informacje wskazuja, ze peptyd p4 jest rela-
tywnie bezpieczny dla komoérek gospodarza i moze pelni¢
role czynnika przeciwdrobnoustrojowego w miejscach ba-
rierowych, takich jak skoéra.

Aktywnosé¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydéw anty-
bakteryjnych moze by¢é modulowana poprzez potranslacyj-
na modyfikacje faricucha polipeptydowego. Przykladem ta-
kiej modyfikacji jest tworzenie mostkéw dwusiarczkowych
miedzy resztami cysteiny [28]. Defensyny moga postuzy¢
jako ciekawy przyklad tego, jak wigzania dwusiarczkowe
decyduja o wlasciwosciach biologicznych AMP. Przyjecie
przez B-defensyne 3 (HBD-3) struktury trzeciorzedowej, za-
leznej od wiazarh dwusiarczkowych jest konieczne do pra-
widlowego zwigzania sie peptydu z receptorem CCR6. Tak
wiec, by HBD-3 mogta petni¢ funkcje chemotaktyczne, musi
ulec odpowiedniemu sfaldowaniu. Dla kontrastu, aktyw-
noé¢ antybakteryjna HBD-3 nie zalezy od przyjetej struk-
tury trzeciorzedowej, gdyz forma linearna peptydu jest tak
samo aktywna, co jej polaczony mostkami dwusiarczkowy-
mi odpowiednik [29]. Odmiennych obserwacji dokonano
w przypadku HBD-1, ktérej forma linearna, pozbawiona
wigzan miedzy cysteinami ma wiekszy potencjat bakterio-
bojczy [30]. Peptyd p4 posiada w swojej sekwengji tylko jed-
na reszte cysteiny, stad tez niemozliwe jest przyjecie przez
czgsteczke struktury trzeciorzedowej, stabilizowanej wigza-
niem dwusiarczkowym. Jednakze brak tego aminokwasu
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wplywa istotnie na wlasciwosci przeciwbakteryjne pepty-
du. Zamiana cysteiny na alanine znaczaco zmniejsza ak-
tywnos¢ bakteriobdjcza p4 wzgledem E. coli i S. aureus. Po-
dobnie sytuacja wyglada, gdy zablokuje si¢ mozliwos¢ two-
rzenia wigzania dwusiarczkowego poprzez nieodwracalng
redukcje i alkilacje grup sulthydrylowych. Modyfikacje te
prowadza do spadku aktywnosci peptydu, poréwnywalnej
do tej obserwowanej w przypadku peptydu pozbawionego
cysteiny. Okazuje sig, ze mozliwos¢ utworzenia wigzania
dwusiarczkowego miedzy dwoma czasteczkami p4 warun-
kuje wladciwosci przeciwdrobnoustrojowe peptydu. Dimer
p4 wykazuje duzo wyzsza aktywnosé przeciwbakteryjng w
poréwnaniu do formy monomerycznej peptydu [23].

Modyfikacja AMP w formie dimeryzacji stanowi sku-
teczna metode zwiekszania aktywnosci biologicznej, selek-
tywnosci oraz stabilnosci peptydéw. Dimeryzacja sprawia,
ze AMP chetniej i tatwiej agreguja, jak i uzyskuja mozliwos¢é
przyjmowania bardziej zdefiniowanej struktury drugorze-
dowej. Te cechy, wraz z jednoczesnym, lokalnym wzro-
stem tadunku oraz hydrofobowosci na powierzchni pepty-
du sprzyjaja wigzaniu sie dimeréw do skladnikéw biony.
Dzieki takim zmianom, potrzeba znacznie mniej peptydow,
by osiagnaé prég permeabilizacji blony bakteryjnej. Ma to
szczegblne znaczenie dla peptydéw, ktére prezentuja dy-
wanowy model uszkodzenia blony. W tym przypadku,
by doszlo do zaburzenia cigglosci dwuwarstwy lipidowej
konieczne jest osiggniecie progu wysycenia blony pepty-
dami, po przekroczeniu ktérego dochodzi do masywnych
uszkodzen blony [31]. Peptyd p4 posiada zdolnos¢ interak-
¢ji z blona bakterii niezaleznie od przyjetej formy dimer/
monomer. Obie formy monomeryczne, tj. forma zreduko-
wana peptydu oraz ta, z zablokowana mozliwoscig two-
rzenia mostku dwusiarczkowego wiaza sie do powierzchni
bakterii. Jednakze, samo zwigzanie w tym wypadku jest
niewystarczajace do wygenerowania uszkodzeni blony ko-
niecznych do zabicia bakterii. Podobnie, peptyd scr-p4, kt6-
ry posiada zdolnosé dimeryzacji oraz kationowy fadunek,
niezbedny do oddziatywania z blong mikroorganizméw nie
wykazuje silnej aktywnosci przeciwbakteryjnej. Ma to zwig-
zek z odmiennym rozmieszczeniem reszt hydrofilowych i
hydrofobowych w czasteczce scr-p4 [23]. Na tej podstawie
mozna stwierdzié, ze zaro6wno dodatni tadunek, zdolnos¢
do tworzenia dimeru oraz wlasciwosci amfipatyczne cza-
steczki sa czynnikami niezbednymi do zapewnienia anty-
bakteryjnego potencjatu peptydowi p4.

Zniszczenie blony bakteryjnej jest obserwowane tylko w
przypadku zastosowania wysokich stezen peptydu p4 (po-
wyzej wartoéci MIC, ang. minimum inhibitory concentration).
W nizszych, bakteriostatycznych stezeniach dziatanie pep-
tydu ograniczajace wzrost bakterii jest widoczne, jakkol-
wiek nie obserwuje sie zmian $wiadczacych o uszkodzeniu
struktur powierzchniowych bakterii. Sugeruje to istnienie
innych mechanizméw hamujacych wzrost mikroorgani-
zmoéw, niezaleznych od uszkodzenia btony [23]. AMP moga
ingerowaé¢ w réznorodne procesy enzymatyczne bakterii.
Przykladem takiego zaburzenia jest hamowanie syntezy
skladnikéw komoérki (np. Sciany komérkowej, DNA, RNA)
[27]. Poszukiwania mechanizmu dziatania p4, ktéry funk-
cjonuje w stezeniach bakteriostatycznych rzucilty nowe
Swiatto na wtasciwosci peptydu. Mianowicie, peptyd p4
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Rycina 2. Antybakteryjny mechanizm dziatania peptydu p4 (1) W normalnych warunkach, w kompleksie bc, (IIl) zachodzi transfer elektronéw z ubichinolu na utleniony
cytochrom c,. W wyniku tej reakcji nastepuje utlenienie ubichinolu, zas cytochrom ¢, ulega redukgji. Z cytochromu c, elektrony przekazywane sa na oksydaze cytochromu
c (IV). (2) Monomeryczna forma peptydu p4 redukuje cytochrom c,. Podczas tej reakgji utlenieniu ulegaja grupy -SH cysteiny, dzigki czemu mozliwa jest dimeryzacja
peptydu. (3). Dimer p4 uszkadza blone bakterii oraz hamuje aktywnos¢ kompleksu bc,.

moze zaburza¢ czynnos$¢ enzymatyczng bakteryjnego kom-
pleksu cytochromu be, ktéry wystepuje u wielu, chodz nie
u wszystkich bakterii [23]. Kompleks bc, jest bakteryjnym
odpowiednikiem kompleksu IlI, zlokalizowanego w blonie
mitochondrialnej. Odpowiada on za transfer elektronéw
z ubichinolu na cytochrom ¢, oraz generowanie gradientu
protonowego. W wyniku tej reakcji ubichinol ulega utlenie-
niu, natomiast cytochrom ¢, redukgji [32]. Reakcja redukgji
cytochromu ¢, moze zosta¢ indukowana w obecnosci mo-
nomeréw p4 posiadajacych wolne grupy tiolowe. W na-
stepstwie tej reakcji tworzone sa wigzania dwusiarczkowe
miedzy monomerami p4. Nowo powstale dimery p4 moga
skuteczniej reagowac z blona bakteryjng. Co wiecej, utle-
niona forma p4 pelni funkcje inhibitora kompleksu bc, [23].
Zatem mamy tu do czynienia z mechanizmem, w ktérym
naturalnie wystepujace w komérce enzymy beda zwiekszaé
aktywnosc¢ peptydu antybakteryjnego (Ryc. 2).

OCHRONNA ROLA CHEMERYNY W
TKANCE NABEONKOWE]

Wielowarstwowy nablonek skéry oraz blony Sluzowej
jamy ustnej tworza wysoce wyspecjalizowane bariery,
ktére chronig organizm przed uszkodzeniami fizycznymi
i chemicznymi, inwazja patogenéw, odwodnieniem, czy
tez utratg ciepta. W skérze funkcje pierwszej linii obrony
przed infekcja zapewnia konstytutywne oraz indukowane
wytwarzanie réznych AMP, w tym chemeryny. Wiasci-
wosci ochronne bariery skérnej wykazuja pewne réznice,
w zaleznosci od regionu skéry i istniejacego tam specy-
ficznego mikrosrodowiska [24]. W zdrowej skérze cheme-
ryna wystepuje w duzej ilosci w naskorku, szczegélnie w
warstwie podstawnej [16]. Komorki lezace w tej warstwie
odpowiadaja za dostarczanie nowych keratynocytéw do
wyzszych warstw epidermy. Niezréznicowane komorki
nastepnie przechodza proces dojrzewania, az w postaci w
pelni zréznicowanych korneocytéw ulegaja zluszczeniu.
Mechanizm ten jest jedng z metod zapobiegania kolonizacji
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glebszych warstw skory przez mikroorganizmy [24]. Obec-
noé¢ chemeryny w warstwie podstawnej moze swiadczyé
o jej dodatkowej roli wzmacniajgcej antybakteryjne wtasci-
wosci glebszych warstw naskérka. Potwierdzeniem dla tej
tezy jest zwiekszenie ilosci chemeryny gléwnie w glebszych
warstwach sztucznego modelu naskérka po ekspozycji na
S. aureus [17]. Rézne formy chemeryny oraz peptyd p4 wy-
kazujg aktywnosé przeciwbakteryjng wzgledem S. aureus, w
tym réwniez metycylinoopornych szczepéw (MRSA, ang.
methicillin-resistant Staphylococcus aureus) w testach in vitro
[16,23]. W modelu mysim zwierzeta pozbawione mozliwo-
Sci ekspresji chemeryny gorzej sobie radza z ograniczeniem
liczby S. aureus w poréwnaniu do myszy o dzikim fenoty-
pie [17]. Analogicznie, gdy naskoérek myszy dzikich zakazi
sie S. aureus mozna zaobserwowad znaczgce zahamowa-
nie wzrostu bakterii w grupie myszy, ktérym naskérkowo
podano peptyd p4 [23]. Poziom chemeryny zwigksza sie
w skorze podczas infekeji bakteryjnej S. aureus. Podniesie-
niu ulega réwniez ekspresja wszystkich trzech receptoréw
wigzacych chemeryne [17]. Pomimo tego, ze rola recepto-
réw CCRL2 oraz GPR1 w skérze wcigz pozostaje zagadka,
istnieja pewne przestanki ku temu, iz receptory te moga
uczestniczy¢ w lokalnej koncentracji chemeryny. Celem ta-
kiej miejscowej retencji chemeryny moze by¢ zwiekszenie jej
biodostepnosci dla komérek CMKLR1" oraz mozliwos¢ bez-
posredniej eliminacji patogenu [23]. Co ciekawe, chemery-
na moze zosta¢ aktywowana przez enzymy proteolityczne
pochodzenia bakteryjnego. Przykladem takiej proteazy jest
produkowana przez S. aureus stafopaina B, procesujaca nie-
aktywna forme biatka do chemotaktycznej i antybakteryjnej
formy Chem157S [8]. W przewleklym stanie zapalnym, jaki
ma miejsce w chorobach takich jak tuszczyca, obserwuje sie
znaczacy spadek chemeryny w naskérku [33]. Za obnizenie
ekspresji chemeryny w epidermie odpowiadaja charakte-
rystyczne dla skory tuszczycowej cytokiny IL-17 oraz IL-22
[17]. Spadek ilosci chemeryny w epidermie jest skorelowany
ze wzrostem S. aureus w skorze zmienionej chorobowo [34].
Podsumowujac, wszystkie przedstawione dane, chemeryna
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i jej pochodne stanowig istotny czynnik ograniczajacy roz-
woj bakterii w skoérze, a jej brak skutkuje wzrostem niepo-
zadanych gatunkow, takich jak S. aureus. To, w polaczeniu
ze zdolnosciami chemotaktycznymi chemeryny czyni z niej
istotny element wspierajacy funkcje bariery skornej.

Mikrobiom jamy ustnej jest drugim po jelicie najbardziej
ztozonym ekosystemem bakteryjnym w ludzkim ciele. W
jamie ustnej gléwna rola AMP jest kontrola sktadu mikro-
biomu. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe stoja na strazy
ochrony btony sluzowej jamy ustnej przed nadmierna kolo-
nizacja przez niepozadane mikroorganizmy [35,36]. Obec-
nosé¢ chemeryny wykrywa sie zaréwno w warunkach ho-
meostazy, jak i stanach zapalnych jamy ustnej. Chemeryna
oraz peptyd p4 wykazuja réznicowe wiasciwosci antybak-
teryjne wzgledem wybranych gatunkéw bakterii, zaleznie
od ich lokalizacji w biofilmie jamy ustnej oraz potencjalu pa-
togennego. Najwieksza skutecznoséé peptydu p4 notuje sie
wobec paciorkowcow, takich jak Streptococcus salivarius oraz
Streptococcus sanguinis. Natomiast inne przebadane gatunki:
Streptococcus oralis 1 Streptococcus gordonii sa oporne na dzia-
tanie p4 [37]. Wszystkie wymienione gatunki paciorkow-
cOéw sg uznawane za gatunki komensalne, ktére utrzymuja
mikrobiom jamy ustnej w stanie réwnowagi, ograniczajac
wzrost gatunkéw chorobotwérczych. Druga wazna cecha
charakteryzujaca Streptococcus spp. jest ich rola w ksztalto-
waniu biofilmu. Jako tzw. pierwotni kolonizatorzy, bakterie
te jako pierwsze zasiedlaja powierzchnie jamy ustnej umoz-
liwiajac agregacje kolejnych gatunkéw i tworzenie dojrzale-
go biofilmu [38]. Drugim gatunkiem, niezmiernie waznym
z punktu widzenia tworzenia biofilmu jest Fusobacterium
nucleatum. Bakterie te sa zaangazowane w koordynacje
agregacji wczesnych i péznych kolonizatoréw, stanowiac
swoisty most dla gatunkéw patogennych, takich jak Porphy-
romonas gingivalis, czy Tannerella forsythia. Pomimo, iz pep-
tyd p4 nie wykazuje zdolnosci bakteriobéjczych wzgledem
P. gingivalis, czy T. forsythia, doskonale radzi sobie z ograni-
czaniem wzrostu réznych szczepéw F. nucleatum. Dotyczy
to réwniez mozliwosci eradykacji F. nucleatum rosnacych
w biofilmie [37]. Przytoczone dane sugeruja, ze dzialanie
peptydu p4 ogranicza sie do kontroli liczebnosci bakterii
zawiadujacych agregacja innych, potencjalnie szkodliwych
gatunkéw. Czes¢ sposréd niewrazliwych na p4 gatunkéw
bakterii jamy ustnej jest skutecznie eliminowana przez
peptyd LL-37. Mieszanina peptydéw antybakteryjnych, w
skladzie: p4, LL-37 oraz SLPI (ang. secretory leukocyte protease
inhibitor) lepiej radzi sobie w hamowaniu wzrostu bakterii,
w poréwnaniu do zastosowania w hodowli pojedynczych
AMP. Obserwowany addytywny efekt dzialania peptydow
pokazuje, ze p4 moze wspédldzialaé z innymi AMP, zwiek-
szajac tym samym ochrone jamy ustnej przed niekontrolo-
wanym wzrostem bakterii [37].

Oproécz funkeji antybakteryjnych, chemeryna moze spra-
wowac role czynnika chemotaktycznego, rekrutujacego
leukocyty do miejsc zapalenia. W plynach pobranych ze
szczeliny dzigstowej pacjentéw z zapaleniem dziaset lub
paradontoza notuje sie¢ podobna iloé¢ chemeryny. Jednak-
ze, jej potencjal chemotaktyczny w przypadku obu stanéw
chorobowych moze sie znaczaco rézni¢. Ma to zwigzek z
proteolityczng inaktywacja czasteczki chemeryny do form
nieaktywnych chemotaktycznie. Proteazy z rodziny gingi-

Postepy Biochemii 66 (2) 2020

pain, produkowane przez P. gingivalis s3 odpowiedzialne
za unieczynnianie chemeryny. Natomiast chemeryna po-
chodzaca od pacjentéw z zapaleniem dzigset skutecznie
stymuluje komérki CMKLR1* do migracji [37]. Przedstawio-
ne wyniki dowodzg, Ze chemeryna pelni funkcje czynnika
antybakteryjnego oraz chemotaktycznego w poczatkowych
etapach stanu zapalnego jamy ustnej.

Mikrobiom jelitowy jest najbardziej bogatym i ztozonym
siedliskiem mikroorganizméw w ludzkim organizmie. Ze
wzgledu na ciagla ekspozycje czynnikéw bakteryjnych oraz
antygendéw pokarmowych, btona $luzowa jelit jest wypo-
sazona w szereg mechanizméw wspierajacych jej funkcje
barierowe. Jednym z nich jest produkcja AMP, ktére maja
mozliwo$é ksztattowania sktadu mikrobiomu [39]. Do dnia
dzisiejszego, niewiele jest wiadomo na temat ochronnej roli
chemeryny w blonie $luzowej dolnych odcinkéw przewo-
du pokarmowego. W nieswoistym zapaleniu jelit (IBD, ang.
inflammatory bowel disease) obserwuje sie lokalny wzrost
ekspresji, sekrecji i aktywnosci chemeryny, skorelowany z
nasileniem stanu zapalnego [40]. Podobnie, jak w przypad-
ku wielu innych schorzen jelit, rtéwniez w IBD dochodzi do
zaburzenia sktadu mikrobiomu [39]. U myszy brak cheme-
ryny nie powoduje znaczacych zmian w skladzie bakterii
jelitowych. Pewne réznice w kompozycji mikrobiomu ob-
serwuje sie natomiast u myszy z genetycznym deficytem
receptora CMKLRI. Relatywnie niski poziom wyjéciowej
ekspresji chemeryny w zdrowych jelitach sprawia, ze w
tych warunkach chemeryna zapewnia co najwyzej margi-
nalny poziom ochrony przeciwbakteryjnej. Tymczasem, w
czasie rozwoju procesu zapalnego potencjal przeciwbakte-
ryjny chemeryny moze zosta¢ aktywowany [40]. Jak wiado-
mo, do miejsca gdzie toczy sie stan zapalny sa rekrutowane
komérki uktadu odpornosci. Jednym ze skutkéw masowej
migracji i aktywacji leukocytéw jest pojawienie sie duzej
ilosci reaktywnych form tlenu. Co wazne, pochodzacy z
chemeryny peptyd 4 zwigksza swoja aktywnos¢ w utlenia-
jacym srodowisku. Dla przyktadu, nadtlenek wodoru jest
czynnikiem zwiekszajacym aktywnos¢ przeciwbakteryjna
p4, dzieki zdolnosci do utleniania grup -SH, ktérej rezulta-
tem jest wytworzenie dimeréw p4 [23]. Warto podkresli¢, ze
w zdrowym jelicie ci$nienie parcjalne tlenu jest niskie, a im
blizej korica przewodu pokarmowego tym zawartos¢ tlenu
jeszcze bardziej spada. Panujace tam warunki redukujace sa
czynnikiem aktywujacym niektére AMP. Przykladem jest
HBD-1, ktérej potencjat antybakteryjny zalezy w duzej mie-
rze od zredukowania grup tiolowych w resztach cysteiny
[30]. Na podstawie przytoczonych danych mozna stwier-
dzi¢, ze chemeryna lub jej antybakteryjne pochodne nie sg
zaangazowane w konstytutywna ochrone jelita. Jednakze w
szczegoblnych sytuacjach, np. w czasie stanu zapalnego ist-
nieje mozliwosé¢ aktywacji chemeryny, by ta mogta wspie-
ra¢ inne skladniki odpowiedzi immunologicznej w walce z
mikroorganizmami.

PODSUMOWANIE

Tkanka nablonkowa wyposazona jest w wiele bialek i
peptydow o wilasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych i/
lub wplywajacych na dziatanie uktadu immunologicznego.
Chemeryna jest niewielkim biatkiem, ktérego zdolnos¢ do
rekrutowania komorek odpornosci w miejsce zakazenia,
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wraz z aktywnoscig antybakteryjna daja mozliwos¢ wspie-
rania funkcji ochronnych bariery nablonkowej. Peptyd p4
odpowiada fragmentowi chemeryny Val®-Pro® o najwiek-
szym potencjalne antybakteryjnym. Wykazuje wtasciwosci
bakteriobojcze wzgledem istotnych z klinicznego punktu
widzenia mikroorganizméw, takich jak metycylinooporne
szczepy S. aureus, czy tez bakterie tworzace patogenny bio-
film jamy ustnej. Oprécz typowych uszkodzeni blony bak-
teryjnej, peptyd p4 posiada réwniez unikalny mechanizm
wzmocnienia swoich wlasciwosci antybakteryjnych w sro-
dowisku utleniajgcym, co daje mozliwos¢ jeszcze skutecz-
niejszej walki z patogenami w miejscu, gdzie toczy sie stan
zapalny. Przedstawione w pracy przyklady zaangazowania
chemeryny oraz peptydu p4 we wsparcie antybakteryjnej
obrony skory i jamy ustnej, otwieraja nowe mozliwosci wy-
korzystania bioaktywnych fragmentéw chemeryny w walce
z bakteriami patogennymi, w tym szczepami lekoopornymi.

PISMIENNICTWO

1. Nagpal S1, Patel S, Jacobe H, DiSepio D, Ghosn C, Malhotra M, Teng
M, Duvic M CR (1997) Tarazotene-induced Gene2, A novel retinoid-
-responsive gene. ] Invest Dermatol 109: 91-95

2. Wittamer V, Franssen JD, Vulcano M, Mirjolet JF, Le Poul E, Mige-
otte I, Brézillon S, Tyldesley R, Blanpain C, Detheux M, Mantovani
A, Sozzani S, Vassart G, Parmentier M, Communi D (2003) Specific
recruitment of antigen-presenting cells by chemerin, a novel processed
ligand from human inflammatory fluids. ] Exp Med 198: 977-985

3. Helfer G, Wu Q (2018) Chemerin : a multifaceted adipokine involved
in metabolic disorders. ] Endocrinol 238: 79-94

4. Rourke JL, Dranse HJ, Sinal CJ (2013) Towards an integrative appro-
ach to understanding the role of chemerin in human health and dise-
ase. Obes Rev 14: 245-262

5. Ernst MC, Sinal CJ (2010) Chemerin: At the crossroads of inflamma-
tion and obesity. Trends Endocrinol Metab Elsevier Ltd 21: 660-667

6. Kulig P, Kantyka T, Zabel BA, Banas M, Chyra A, Stefanska A, Tu
H AS, Handel TM, Kozik A, Potempa ], Butcher EC, Cichy ] (2011)
Regulation of chemerin chemoattractant and anti-bacterial activity by
human cysteine cathepsins. ] Immunol 187: 1403-1410

7. Kulig P, Zabel BA, Dubin G, Allen SJ, Ohyama T, Potempa J, Handel
TM, Butcher EC, Cichy ] (2007) Staphylococcus aureus-derived stapho-
pain B, a potent cysteine protease activator of plasma chemerin. ] Im-
munol 178: 3713-3720

8. Zabel BA, Kwitniewski M, Banas M, Zabieglo K, Murzyn K, Cichy ]
(2014) Chemerin regulation and role in host defense. Am ] Clin Exp
Immunol 3: 1-19

9. Lei], Sun LC, Huang S, Zhu C, Li P, He ], Mackey V, Coy DH, He QY
(2019) The antimicrobial peptides and their potential clinical applica-
tions. Am J Transl Res 11: 3919-3931

10. Kennedy AJ, Davenport AP (2018) International union of basic and cli-
nical pharmacology CIII: Chemerin receptors CMKLR1 (Chemerin1)
and GPR1 (Chemerin2) nomenclature, pharmacology, and function.
Pharmacol Rev 70: 174-196

11. De Henau O, Degroot GN, Imbault V, Robert V, De Poorter C, McHeik
S, Galés C, Parmentier M, Springael JY (2016) Signaling properties of
chemerin receptors CMKLR1, GPR1 and CCRL2. PLoS One 11: 1-20

12. Mattern A, Zellmann T, Beck-Sickinger AG (2014) Processing, signa-
ling, and physiological function of chemerin. IUBMB Life 66: 19-26

13.Human Protein Atlas (2020) https://www.proteinatlas.org/
ENSG00000106538-RARRES2/ tissue (dostep 23.03.2020)

14. Mariani F, Roncucci L (2014) Chemerin/chemR23 axis in inflamma-
tion onset and resolution. Inflamm Res 64: 85-95

15. Nakamura N, Naruse K, Kobayashi Y, Miyabe M, Saiki T, Enomoto A,
Takahashi M, Matsubara T (2018) Chemerin promotes angiogenesis
in vivo. Physiol Rep 6: 1-13

158

16.Banas M, Zabieglo K, Kasetty G, Kapinska-Mrowiecka M, Borow-
czyk J, Drukala J, Murzyn K, Zabel BA, Butcher EC, Schroeder JM,
Schmidtchen A, Cichy ] (2013) Chemerin is an antimicrobial agent in
human epidermis. Heimesaat MM (ed) PLoS One 8: 58709

17. Banas M, Zegar A, Kwitniewski M, Zabieglo K, Marczynska J, Kapins-
ka-Mrowiecka M, LaJevic M, Zabel BA, Cichy J (2015) The Expression
and Regulation of Chemerin in the Epidermis. Ryffel B (ed) PLoS One
10: e0117830

18. Goralski KB, McCarthy TC, Hanniman EA, Zabel BA, Butcher EC, Par-
lee SD, Muruganandan S, Sinal CJ (2007) Chemerin, a novel adipokine
that regulates adipogenesis and adipocyte metabolism. ] Biol Chem
282: 28175-28188

19. Nakatsuji T, Gallo RL (2012) Antimicrobial peptides: Old molecules
with new ideas. ] Invest Dermatol 132: 887-895

20. Zhang L, Gallo RL (2016) Antimicrobial peptides. Curr Biol 26: R14-
R19

21.Mansour SC, Pena OM, Hancock REW (2014) Host defense peptides:
Front-line immunomodulators. Trends Immunol 35: 443-450

22.McPhee JB, Hancock REW (2005) Function and therapeutic potential
of host defense peptides. ] Pept Sci 11: 677-687

23.Godlewska U, Bilska B, Zegar A, Brzoza P, Borek A, Murzyn K, Bo-
chenska O, Morytko A, Kuleta P, Kozik A, Pyza E, Osyczka A, Zabel
BA, Cichy J (2019) The antimicrobial activity of chemerin-derived pep-
tide p4 requires oxidative conditions. ] Biol Chem 294: 1267-1278

24. Kwiecien K, Zegar A, Jung J, Brzoza P, Kwitniewski M, Godlewska U,
Grygier B, Kwiecinska P, Morytko A, Cichy ] (2019) Architecture of
antimicrobial skin defense. Cytokine Growth Factor Rev Elsevier 49:
70-84

25.Qi RH, Chen Y, Guo ZL, Zhang F, Fang Z, Huang K, Yu HN, Wang
YP (2019) Identification and characterization of two novel cathelicidins
from the frog Odorrana livida. Zool Res 40: 94-101

26.Makowska M, Prahl A, Matuch I (2019) Charakterystyka peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych oraz wplyw modyfikacji chemicznych
na modulowanie ich aktywnosci biologicznej. Postepy Biochem 65:
278-288

27.Pfalzgraff A, Brandenburg K, Weindl G (2018) Antimicrobial pep-
tides and their therapeutic potential for bacterial skin infections and
wounds. Front Pharmacol 9: 1-23

28. Wang G (2011) Post-translational modifications of natural antimicrobi-
al peptides and strategies for peptide engineering. Curr Biotechnol 1:
72-79

29.Wu Z, Hoover DM, Yang D, Boulegue C, Santamaria F, Oppenheim
JJ, Lubkowski J, Lu W (2003) Engineering disulfide bridges to dissect
antimicrobial and chemotactic activities of human p-defensin 3. Proc
Natl Acad Sci U S A 100: 8880-8885

30. Schroeder BO, Wu Z, Nuding S, Groscurth S, Marcinowski M, Beisner
J, Buchner J, Schaller M, Stange EF, Wehkamp ] (2011) Reduction of
disulphide bonds unmasks potent antimicrobial activity of human 3
2-defensin 1. Nature Nature Publishing Group 469: 419-423

31. Lorenzon EN, Piccoli JP, Santos-Filho NA, Cilli EM (2019) Dimeriza-
tion of antimicrobial peptides: a promising strategy to enhance antimi-
crobial peptide activity. Protein Pept Lett 26: 98-107

32.Borek A, Ekiert R, Osyczka A (2016) Molekularne efekty mutacji mi-
tochondrialnych w genie kodujacym cytochrom. Postepy Biochem 1:
1-11

33. Albanesi C, Scarponi C, Pallotta S, Daniele R, Bosisio D, Madonna
S, Fortugno P, Gonzalvo-Feo S, Franssen JD, Parmentier M, De Pita
O, Girolomoni G, Sozzani S (2009) Chemerin expression marks early
psoriatic skin lesions and correlates with plasmacytoid dendritic cell
recruitment. ] Exp Med 206: 249-258

34. Chang HW, Yan D, Singh R, Liu J, Lu X, Ucmak D, Lee K, Afifi L, Fadro-
sh D, Leech ], Vasquez KS, Lowe MM, Rosenblum MD, Scharschmidt
TC, Lynch SV, Liao W (2018) Alteration of the cutaneous microbiome
in psoriasis and potential role in Th17 polarization. Microbiome 6:
1-27

35. Grant M, Kilsgérd O, Akerman S, Klinge B, Demmer RT, Malmstrom
J, Jonsson D (2019) The Human Salivary Antimicrobial Peptide Profile

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



according to the oral microbiota in health, periodontitis and smoking.
J Innate Immun 11: 432-443

36. Khurshid Z, Naseem M, Sheikh Z, Najeeb S, Shahab S, Zafar MS (2016)
Oral antimicrobial peptides: Types and role in the oral cavity. Saudi
Pharm ] King Saud University 24: 515-524

37.Godlewska U, Brzoza P, Sroka A, Majewski P, Jentsch H, Eckert M,
Eick S, Potempa ], Zabel BA, Cichy J (2017) Antimicrobial and attrac-
tant roles for chemerin in the oral cavity during inflammatory gum
disease. Front Immunol 8: 353

38. Abranches ], Zeng L, Kajfasz JK, Palmer S, Chakraborty B, Wen Z,
Richards VP, Brady LJ, Lemos JA (2019) Biology of oral streptococci.
Gram-Positive Pathog 6: 426-434

39. Chang CS, Kao CY (2019) Current understanding of the gut microbiota
shaping mechanisms. ] Biomed Sci 26: 1-11

40. Dranse HJ, Zheng A, Comeau AM, Langille MGI, Zabel BA, Sinal CJ
(2018) The impact of chemerin or chemokine-like receptor 1 loss on the
mouse gut microbiome. Peer] 2018: 1-29

The role of chemerin and its antibacterial derivatives

in maintaining epithelial barrier function

Urszula Godlewska®, Aneta Zegar, Joanna Cichy

Department of Immunology, Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology, Jagiellonian University, Krakow

Blcorresponding author: Urszula Godlewska, e-mail: urszula.godlewska@doctoral.uj.edu.pl

Key words: chemerin, antimicrobial peptides, peptide p4, antibacterial protection, skin, oral cavity

SUMMARY

The epithelial tissues have continuous contact with external environment, including pathogenic microorganisms. Endogenous antimicrobial
proteins and peptides produced by epithelial cells play a key role in controlling microbial burden and composition, either directly, or by
engaging immune cells. These include active derivatives of multifunctional protein chemerin, which is equipped with both antimicrobial
and chemotactic function. Given an increasing number of infections caused by antibiotic-insensitive microorganisms, such as methicillin-
resistant S. aureus (MRSA), it is important to fully understand how these epithelia-associated microorganisms are controlled at barrier sites,
including skin and oral cavity. Chemerin-derived synthetic peptide 4 (p4) covering central Val®-Pro® chemerin sequence exhibits broad range
of antimicrobial activity against skin- and oral cavity- associated bacteria, including MRSA strains, suggesting its therapeutic potential for
bacteria-mediated barrier organs pathologies. In this article we present the overview of protective functions of chemerin and chemerin-deri-

ved peptides in the epithelial tissues.
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